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© PROCEDE DE PRODUCTION D'AMINO ACIDE PAR FERMENTATION DE CORYNEBACTERIE EXPRIMANT 
UNE ACTIVITE TREHALASE. 

fe^La presente invention conceme un proc6de de pro- 
oDction d'acide amin§, notamment d'aclde glutamlque par 
fermentation d*un milieu de culture comprenant des sucres, 
k Farde de coryn6bact6rie produisant ledit acide amin6, ca- 
racterise en ce qu'on utilise une souche de corynebacterie 
transform6e de mani^re k obtenir une souche recombl- 
nante exprimant une activity hydrolysant le trehalose. 
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PROCEDE DE PRODUCTION D'AMINO ACIDE 
PAR FERMENTATION DE CORYNEBACTERIE EXPRIMANT 

UNE ACTIVITE TREHALASE 

La pr&ente invention concerne un procdd6 de production d'acide 
aniin£ par fermentation 4 l*aide de coryn^bact^rie. 

Les coryn^bact^ries, sont Tespfece bact6rienne la plus utilis6e« 
notamment Corvnebacterium glutamicum. pour la production d^acides 
amines par fermentation, en particulier Pacide glutamique* 
G6n6ralement, la concentration finale de glutamate et son rendement 
d'obtention determine la quality des souches de production* 
^augmentation du rendement de production resulte d'une utilisation plus 
efficace du substrat fermentd, Paral^Uement k la consommation du 
substrat pour la croissance et la maintenance bact6rienne, Tutilisation de 
ce substrat pour la synthase de coproduits autres que celui dSsir^ doit fitre 
aussi minime que possible. Ainsi, la degradation d'un coproduit en une 
substance consommable optimise Tutilisation du substrat ferment^. 

La production d'acide amin^ par les coryn6bact6ries 
(Corynebacterium ou Brevibacterium sp.) k parti r de sucres purs 
(saccharose, glucose, fructose, etc..) ou de milieux nutritifs plus 
complexes en comprenant (melasse de betterave, de canne, etc...)* ^st 
g^n^ralement accompagn^e d'une coproduction jusqu'i plusieurs 
grammes par litre d'un disaccharide non reducteur, le trehalose (a-D- 
glucopyranosyl a-D-glucopyranoside) (Marquet et al. 1986). La fonction 
physiologique de ce sucre n*est pas clairement Identifi^e et fait Pobjet de 
plusieurs Etudes scientifiques (Frings et al., 1993). Outre la perte de 
carbone assimilable poiur la production d'acide amin6, la coproduction de 
trehalose peut 6ventuellement diminuer les rendements de purification de 
racide amin^. 

De nombreuses souches de corynebacteries sont incapables de 
consommer le trehalose, soit comme seule source de carbone, soit en 
association avec une autre source de carbone. 
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D'autres micro-organismes sont pourtant capables d*utiliser le 
trehalose pour leur croissance. C*est le cas d' Escherichia <;ol\ ou il a 6te 
rnontr^ Texistence d'un enzyme, la trehalase, capable d'hydrolyser le 
trehalose en deux molecules de glucose (Becerra de Lares et al., 1977). Chez 
ce micro-organisme, la localisation de cet enzyme est p^rlplasmique (Boos 
et al., 1987). Le fragment d'ADN gouvemant la synthase de cet enzyme a 
€t€ isol^ (gSne treA) et sa sequence nucl^otidique determin^e (Gutierrez et 
al,, 1989). Sur cet ADN, les sequences n^cessaires k la secretion de Tenzyme 
(•peptide signal') ont ix€ identifi^es. Par ailleurs, il a €ie montr^ qu'un 
certain nombre de ces sequences de s6cr6tion provenant de micro- 
organismes autres que les coryn6bact6ries pouvaient fitre fonctionnelles 
chez Corvnebacterium glutamicum (liebl et al^, 1992). 

La demande de brevet JP 4004888 decrit la preparation d'un acide 
amin6 dans une culture microbienne contenant du trehalose. 

La pr^sente invention consiste k exprimer ou surexprimer chez les 
coryn^bactfiries une activity enzymatique hydrolysant le trehalose 
notammeni via Texpression d'un gfene rreA en particulier le g^ne rrhA 
provenant d* E.coli. Les souches bact^riennes ainsi transform^es 
acquiferent la capacity d'hydrolyser le trehalose en glucose. Cette nouvelle 
fonction enzymatique permet d'augmenter significativement les 
rendements de production en acide amin^. 

Plus pr^ds^ment, la pr^sente invention a pour objet un proc6d6 de 
production d'acide amin^ par fermentation d*un milieu de culture 
comprenant des sucres, k Taide d*une coryn6bact6rie produisant ledit 
acide arnin^ caract6ris6 en ce qu*on utilise une souche recombinante de 
coryn6bact6rie transformfie de manifere k exprimer une activity 
enzymatique hydrolysant le trehalose. 
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On entend ici par activity "hydrolysant le trehalose* une definition 
fonctionnelle qui inclut route activity tr^halase capable de fonctionner 
dans une corynebact^rie hdte, lul conferant une activity ^ventuellement 
accrue et capable de fonctionner ^ventuellement comme marqueur de 
selection. Cette definition inclut done toute tr^halase capable de 
fonctionner dans une corynebaci6rie donn6e pour accroitre Tactivite 
tr^halase de ladite coryn^bacterie. Ce terme inclut done non seulement 
Tenzyme endog^ne sp^cifique de la coryn6bact6rie specifique k trailer, si 
elle existe, mais toute autre enzyme xr^halase d'autres micro-organismes 
ou mSme esp&res eucaryotes, si cette tr^halase est capable de fonctionner 
dans les coryn6bact6ries k traiten 

L*obtention de souches recombinantes de corynebact^ries 
exprimant une activity hydrolysant le trehalose peut &trc obtenue par 
diff^rentes approches en introduisant par les methodes du g^nie 
g^n^tique : 

1. une ou plusieurs copies d'un gSne de tr^halase exogdne dans des 
conditions permettant son expression et sa s^cr^tion dans ladite 
-:oryn6bact6rie ou ; 

2. un promoteur exogfine plus fort que le promoteur constitutif du 
le de la tr^halase lorsque la coryn6bact6rie possfede cette activity 

ilase de mani^re endog^ne. 

Dans -le mode dc realisation pr^f^re selon la presente invention^ 
ladite souche de corynebacterie exprime et secrdte dans le milieu de 
culture, une activity ir^halase hydrolysant le trehalose en glucose. 

Ladite souche de corynebacterie peut Stre transform^e par un 
plasmide replicatif comportant une cassette d'expression et de secretion 
d'un fragment d*ADN codant pour Tenzyme trehalase. 

On entend ici par 'fragment d'ADN codant pour Tenzyme tr^halase 
un gfene fonctionnel codant pour ladite trehalase qui peut correspondre k 
la sequence d'ADN complete codant pour ledit enzyme ou une sequence 
plus courte que la sequence codante totale. En particulier, le "gSne 
fonctionnel" pourra correspondre k une sequence codante partielle 
depourvue d'^ventuels introns* 
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Wcemment, on a pu mettre en Evidence la possibility de 
transformer des coryn^bact^ries par des methodes d*6Iectroporation. 
Toutefois, si les techniques de transformation par vecteur autoreplicaiif 
soni intiressantes, il est pr^f^rable la plupart du temps, et au niveau 
5 industriel, de disposer de bact^ries qui ont ^te transform^es par 
integration dans le chromosome, c'est-4-dire des souches qui sont stables 
dans le temps, tant quant au nombre de copies de T^ldment int£gr6 que 
quant k sa localisation. Ladite souche de coryn6bact6rie peut done 
avantageusement 6tre transform^e par integration chromosomique d'une 
10 cassette d'expression et de secretion contenant un fragment d'ADN codant 
pour Tenzyme tr^halase. 

On emend par 'cassette d'expression et de secretion", une cassette 
contenant une premiere sequence d'ADN fonctionnelle pour Pexpression 
15 dans ladite souche de corynebact6rie d'une seconde sequence d'ADN qui 
code pour Tenzyme tr^halase, et une troisidme sequence d'ADN ins^ree 
entre lesdites premiere et seconde sequences d'ADN qui codent pour des 
elements d'une prot^ine qui assurent la s6cr6tion de la trehalase par ladite 
souche de corynebact6rie. 

20 

Par "sequence fonctionnelle pour Texpression", on entend que le 
gSne codant la Trehalase est plac6 sous le contrdle de sequences 
r^gulatrices appropri^es pour sa transcription et sa traduction telles que 
promoteur, codons "start" et "stop*, enhancer, op^rateur le cas 6cheant. 

25 

Dans un mode de realisation particulier, lesdits fragments d'ADN 
assurant Texpression et la secretion de Tenzyme trehalase sont constitu6s 
par les fragments d'ADN assurant I'expression et la secretion de la 
trehalase dans un hdte d'origine. 

30 

Selon un mode de realisation, Torigine trehalase est Tenzyme 
trehalase de Ecoli. 

Selon une variante appropriee, ladite souche est transform^e par le 
35 gSne rrcA de EcoI{ dans sa totalite, c*est-2i*dire qui comporte ses propres 
elements d 'expression et de secretion de trehalase. 
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11 doit tout d'abord etre compris que dans le cadre de la pr&ente 
invention la terminologie •coryn^bactirie* d6signe non seulement les 
souches du genre Corvnebacterium mais egalement les bact6ries 
apparent^s, telles que Brevibacterium. 

Parmi les souches de coryn6bact6ries utilisables, il faut citer plus 
particuU&rement : 

- B, lactofermentum, 

- C glutamicunt 

- C melassecola 
' C, crenatum 

pour leur int^ret industriel. 

Parmi les acides amines que Ton peut produlre par le proc6d6 de 
Tinvention, on cite plus particuli^rement Tacide glutamique et la lysine. 

De pr^f^rence, on utilise une souche de C, glutamicum notamment 
la souche d6pos6e k la CNCM de PInstitut Pasteur sous le n* 1-1676. 

De pr6f6rence, ladite souche est transform^e par un fragment 
d'ADN en multi-copie codant pour Penzyme tr^halase, 

Dans un mode de realisation, ladite souche de coryn6bact6rie est 
transform6e par un vecteur d'int^gration comportant : 

- un gdne assurant une selection efficace de ladite coryn6bactdrie ; 

- une sequence identique ou homologue du genome de ladite 
coryn6bact6rie, et 

- ladite cassette d'expression et s^cr^tion du fragment d'ADN codant 
pour Penzyme tr^halase et sa s6cr6tion dans le milieu de culture. 

Par "vecteur d'int^gration", on entend designer un vecteur non 
replicatif ayant la propri6t6 de s'int^grer dans le genome d'une 
coryn6bact6rie, ce vecteur pouvant &xre sous forme lin^aire ou circulaire. 
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Toutefois, le vecteur d'int^gration provient, en g6n6ral, d'un 
plasmide autor^plicatif qui permet la synthdse dans un hdte different, 
E.colf par exemple* Mais avant I'^tape d'int^gration, on supprimera, de 
pr6f6rence, toutes les sequences impliqu^es dans la replication 
plasmidique chez la coryn^bact^rie. 

Les gknes de selection efflcaces dans lesdites coryndbact^ries sent : 

- soit des g^nes de resistance k une substance particulidre, 
antibiotique notamment» 

- soit des g^nes conf6rant un pii6notype clairement identiflable, 
coloration et/ou complementation par exemple. 

Dans le cas present^ la selection par resistance k un antibiotique est 
plus particuli&rement int^ressante. Ainsi^ on pourra utiliser : 

- le g6ne ApAIII confSrant la resistance k la kanamycine, note Km^, 
ou k la neomycine, note NeoR, 

- le gdne Cat conferant la resistance au chloramphenicol, note CmK 
Mais d'autres g^nes peuvent etre utilises, notamment la resistance k 
rerythromycine, k la tetracycline, k Tampicilline, k la streptomycine, k la 
spectinomycine et k la bieomycine ou leurs analogues. 

Par "sequence homologue*, on entend designer des sequences qui 
correspondent k celles presentes dans la corynebacterie transformee ou 
qui presentent un taux d'homologie superieur 80 %, il peut s'agir de 
sequences de la meme espdce ou non, ces sequences peuvent d'ailleurs 
etre chimiques. 

Les sequences devront etre adaptees ou non, c*est-5l-dire tenir 
compte des problemes de barri^res de restriction existant chez les 
corynebacteries, par des procedes connus de Thomme de Tart. 
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Grace k la presence de sequences homologues pr^sentes 
simultan^ment dans le vecteur d'int^gration et dans le genome, le vecteur 
d'int^gration va s'inserer par recombinaison dans le chromosome. Ainsi, 
dans le transformant primaire, le gkne de la tr^halase se retrouve int^gr^ 
5 en une seule copie dans le chromosome bacterien. Comme la structure de 
rint^grant primaire correspond k une duplication en tandem directe des 
sequences homologues encadrant le gdne de s6Iection» 11 est possible de 
pr6voir une ampliflcatlon de ceite structure par selection de la croissance 
de Tint^grant primaire sur un milieu permettant de ditecter les souches 

10 surexprimant le g^ne de selection. Ainsi, lorsque le g^ne de selection est le 
gine de resistance k un antibiotique, on peut s^lectionner les souches les 
plus r^sistantes, sur milieux avec une teneur croissante en antibiotique, 
lesquelles souches devront surexprimer des g^nes correspondant aux 
sequences homologues, mals ^galement k tout ghnt ou s^uence d'ADN qui 

IS a €t€ ins^r^ dans le vecteur d'int^gration notamment le ghne treA. 

L'activit^ du gkne treA peut ^galement permettre de par sa plus 
forte expression la selection de souche ayant une amplification de la 
structure. 

2D 

Dans un mode de realisation, ladite souche est une souche de 
Cglutamicum transform^e par recombinaison homologue au locus gdhA 
du chromosome de la souche k Taide de la cassette integrative contenant 
les g^nes ap/iIII-treA-gd/iA, de sorte que le locus gdhA du chromosome des 
25 souches ayant int^gre ladite cassette comporte les genes : gdhA^phlll- 
treA-gdhA^ , n est un entier sup^rieur ou egal k 1 • 

D'autres caractdristiques et avantages de la pr^sente invention 
apparaitront k la lumiSre de la description detailiee des exemples qui vont 
30 suivre. Dans ces exemples, on se r^ferera aux figures 1^4. 

La figure 1 repr^sente la construction du plasmide pFW3 k partir 
des plasmides pTRElS et pCGL426. 



35 
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La flgure 2 reprfisente le schema de principe de rint6gration et de 
^amplification chez les coryn6bact6ries. 

La figure 3 repr^sente la construction d'une cassette integrative 
5 contenant les gSnes apMII-treA- gdh\ k partir de pCGL548 et pFW3, 

La figure 4 repr^sente Tint^gration d'une cassette apA III- treA- 
gdhA dans le chromosome de la souche COMlOlO et la structure 
chromosomique des souches r^sultantes* 

10 

EXEMPLE 1: Construction d'un plasmide permettant Texpression du 
g^ne treA, 

Le plasmide pTRElS (Figure 1) (Gutierrez et al., 1989) portant 
15 rint£grallte du g^ne treA d 'Exoli ne possSde pas d'origine de replication 
permettant son maintien cliez les corynebact6ries» A partir de ce plasmide, 
un fragment Pstl-EcoRI de 2,6 Kb a done 6t€ sous-clon6 selon les 
techniques d^crites par Ausubel et aL (1987) dans le plasmide pCGL426 
(Rgure 1) aux sites Pst-EcoRI pour former le plasmide pFW3 (Figure !)• Le 
20 plasmide pCGL426 est un plasmide d^rivatif de pCGL243 d^crit par Reyes et 
al» (1991). Ce plasmide contient diverses origines de replication dont ori 
pl5A (Rose, 1988) et ori pBLl (Santamamria et al., 1984), permettant son 
maintien sous forme r^plicative libre respectivement chez Ecoli et chez Q 
glutamicum> Le plasmide pFW3 a ainsi 6te s^lectionn^ dans une souche 
25 d' E.coli K12 gr&ce au g6ne a p hill lui confdrant une resistance k la 
kanamycine. 

Aprfes extraction et verification, le plasmide pFW3 a ii€ 
successivement introduit dans les souches B, lactofermentum CGL2002 puis 
30 C. glutamtrum ATCC17965 et C> Glutamicum COMlOlO par 
eiectrotransformation (Bonamy et ah, 1990). Les souches ainsi 
transform^es ont 6t& seiectionn^es sur milieu complet (BHI) additionn^ de 
kanamycine (25 jig/ml). 



35 
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EXEMPLE 2 : Ph^notvpe des corvn^bact6ries transform^es par le 
plasmide pFW3 

La pr&ence du plasmide pFW3 dans les souches de C glutamirun^ 
conftre k ces derniSres !a capacity de croitre sur milieu minimum 
synth6tique (Liebl et al., 1989) BMCtre contenant du trehalose comme 
unique source de carbone (milieu BMCGtre) (tableau 1). 

* 

Sur milieu solide g61os6, il a 6t6 observe qu'une souche de £ 
glutamicum non transform^e pouvait croitre sur milieu BMCGtre si cette 
dernifere 6tait k proximity (quelques centimetres) d'une souche 
transform6e par le plasmide pFW3. Cette observation met en Evidence la 
capacity des souches transform^es k excreter la tr6halase dont Tactivit^ 
permet une croissance d'une souche non transform6e sur milieu BMCtre. 

La s6cr6tion du produit du g6ne treA par la souche de C. glutamicum 
ATCC 17965 a €x€ d6montr6e et quantifi^e par la mesure d'une activity 
tr^halase dans le milieu de culture de cette souche transform^e par le 
plasmide pFW3 (Tableau 2). Le dosage de cette activity a €x€ r6alis€ selon un 
protocole adapts de Kienle et al. (1993). U souche ATCC 17965 transferee 
par pFWa a €U deposed k la CNCM de Plnstitut Pasteur sous le n* H676. 

EXEMPLE 3 : Utilisation en fermentation de corvnebacteries 
transformees par le plasmide dFW3 

Une etude de fermentation permet de mettre en evidence 
Tameiioration de la production d*acide glutamique apportee par 
Tutilisation de souches de C. glutamicum transformees par le plasmide 
pFW3» Les capacites de production de differentes souches de C. glutamicum 
sur differents milieux de fermentation sont rapportees dans le tableau 3. 
Qpelle que soit la souche de C. glutamicum transformee par le plasmide 
pFW3, la totalite du trehalose coproduit dans ces conditions est hydrolysee 
et reconsommee. Le meme effet est observe quelle que soit la source de 
carbone utilisee pour la realisation des fermentations. Ainsi le gain de 
carbone assimilable par ces differentes souches transformees permet 
d'augmenter le rendement de production de Pacide glutamique. 
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EXEMPLE 4 ! Integration en multi-copies du g^ne freA dans le chromosnmf^ 
d*une souche de C. glutamicum 

a) N^essitg et principe de Tint^gration g^nomique 

Le maintien du plasmide pFW3 dans les souches transform^es 
n^cessite Taddition de kanamycine ou de n^omycine dans les milieux de 
culture de ces souches. Toutefois, cette addition d*antibiotique n*est pas 
envisageable industriellement car le cout des antibiotiques est d*une part 
prohibitif et d'autre part leur utilisation en importante quantity est 
ind^sirable pour des raisons tant sanitaires qu'environnementales. 

Afin d'^viter cette utilisation d'antibiotiques en conditions 
industrielles, le gfene treA est mx€gr6 dans le genome des souches de Q._ 
glutamicum selon la m^thode d^criie par Reyes et al. (1991) et Labarre et 
al. (1993) et W092 202627. Sch^matiquement, ces auteurs ont montr6 que 
I'introduction dans une coryndbact6rie d'un fragment d'ADN circulaire, 
ne contenant aucune origine de replication plasmidique (homologue ou 
h^t^rologue) et pr^sentant une homologie importante avec le genome de 
la souche en question peut s'int^grer dans son chromosome via un 
m^canisme de recombinaison homologue. Experimentalement, la selection 
des souches contenant de telles insertions est r^alis^e k I'aide d'un g6ne de 
resistance k un antibiotique additionn^ au fragment d'ADN int^gr^. Les 
auteurs ont 6galement montr6 qu'i partir de souches possedant une 
unique integration, il peut ^tre isoie des colonies bact^riennes contenant 
dans leur genome une multiplication "en tandem" de cette integration, 
integration alors dite "amplifiee". La plus forte expression des g^nes ainsi 
"multiplies* permet la selection de ce type de colonies. L'ensemble du 
processus est represente sur la Figure 2. 

Les travaux de Reyes et al., 1991 et Labarre et al., 1993 ont egalement 
montre que les integrations geniques presentent une importante stabilite. 
Cette stabilite est suffisamment grande pour permettre Tutilisation 
industrielle de souches bacteriennes ainsi transformees sans maintien 
d'une pression de selection. 
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b) Integration du gSne treA dans le genome d'une souche de C. 
glutamicum 

L'int^gration g^nomique repose sur I'utilisation d'un fragment 
d'ADN pr&entant de forte homologie avec le genome de C glutamicum. 
Dans Texemple pr6sent6 ici, cene homologie est apport^e par le plasmide 
pCGL548 (Figure 3), d€nv€ du plasmide pCGLlOO (Reyes et a!., 1991), 
portant rint^gralit^ du gdne gdhA de C glutamicum ATCC17965 
gouvemant la synthase de la glutamate d^shydrog^nase. 

Afin de construire une structure circulaire capable de s*int6grer 
dans le genome de C. glutamicum comme pr6c6demment d6crit, le plasmide 
pFW3 (Hgure 3) a 6t6 hydrolysd par Sad, trait6 par la T4 DNA polymerase 
puis k nouveau hydrolys6 par EcoRI ; le fragment de 4.08 Kb ainsi obtenu a 
6t€ purifie sur gel (Ausubel et al., 1987). Le plasmide pCGL548 a €t6 
hydrolys6 par PvuII et EcoRI et le fragment de 2,69 Kb contenant le g6ne 
gdhA a 6galement €t6 purifi6 sur gel. Ces deux fragments ont ^t^ ligatures 
par action d*une T4 DNA Ligase (Figure 3) pour donner une structure 
d'ADN circulaire integrative. 

Ce produit de ligation a 6l6 utilise pour transformer la souche C 
glutamicum COMlOlO* Apr6s selection en milieu complet (BHI) en presence 
de kanamycine (25 jtg/ml) quelques clones, dont la souche COM2218, ont 
6t6 s^Iectionn^s. Un test de croissance a permis de montrer que ces clones 
sont capables de croitre sur milieu BMCtre^ Une analyse par Southern Blot 
(Ausubel et al,, 1987) ^ panir de TADN g^nomique de la souche COM2218 a 
permis de confirmer Tint^gration physique des genes apAIII-treA-^dAA 
au locus gdhA de la souche. La structure g^nomique ainsi cr66e est 
representee sur la Figure 4. 

Afin d'obtenir une souche •'amplifiee'* pour rint^gration apAIII- 
treA-^dhA, la souche COM2218 a €i€ cultivee en milieu complet contenant 
de la neomvcine k des concentrations comprises entre 0,5 et 10 mg/ml. 
Bien qu'initialement la souche COM2218 croit difficilement k ces 
concentrations d'antibiotiques, quelques clones peuvent etre Isolds apr6s 
plusieurs jours de croissance. 
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Une mesure d'activitfi tr^halase pr^sente dans le surnageant de 
culture des clones pris individuellement a permis de s^lectionner la 
souche COM2218A14. En effet, le niveau d'aciivit6 tr^halase qu'elle 
exprime est sup^rieur k celui retrouv6 avec la souche parentale COM2218 
(voir Tableau 6). Une analyse par 'Southern blot* & partir de TADN 
g^nomique de la souche COM2218A14 a permis de confirmer 
rampliflcation k six copies du tandem aphlll-treA-^dhA au locus gdhA de 
la souche. 

EXEMPLE 5 : Utilisation en fermentation d'une corvn^bact^rle 
COM2218A14 avant int^grg le g^ne treA en multi-copies 

Une 6tude de fermentation permet de mettre en Evidence 
Tam^lioration de la production d'acide glutamique apport^e par 
Tutilisation de souches de C> glutamicum ayant int^gr^ dans leur genome 
une ou plusieurs copies du g^ne rreA (voir Tableau 7). Cette fermentation 
est r^alis^e comme pr^c^demment d6crit except^e Tabsence d'antibiotique 
dans les diff^rents milieux de culture utilises. 

^utilisation de la souche COM2218 qui ne poss^de qu'une seule copie 
int^gr^e du g^ne treA, coproduit en final une quantity de trehalose 
reduite mais non nuL Le rendement de production de Tacide glutamique 
par rapport k la source de carbone utilis^e est toutefois augment^. 
Uutilisadon de la souche COM2218A14 qui possede six copies du gene treA 
int^gr^es, permet une production d'acide glutamique sans trehalose 
r^siduel en fin de production malgr^ sa coproduction en importantes 
quantit^s pour la souche originelle* Ainsi, le gain de rendement de 
production est optimal dans ces conditions* 

EXEMPLE 6 : Construction et utilisation d'une rorvnebact^rie 
COM2386 avant int^gr^ le gdne freA en multi-copies. 

La versatility de I'invention est montr^e avec Tint^gration du gSne 
treA dans le genome d'une autre souche de coryn^bacterie. L'exemple 
d&rit une variante des techniques d'integration et de selection que celles 
utilis^es dans TExemple 4. 
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Au lieu de construire la structure d'ADN d^crite dans TExemple 4, 
un fragment d'ADN ponant les g^nes aphlll- rreA-gd/i A a 6t6 directement 
•amplifi^* par la technique de "Polymerase Chain Reaction* ou PGR 
(Ausubel et al., 1987) k partir du genome de la souche COM2218 obtenue 
dans TExempIe 4. Pour cela, deux oligo-nucl^otides sp^ciflquemem 
homologues au d^but du g6ne a p hill (sequence 
5'GATTATCCCGGGGTATGAAAACGA3') et k la fin du g^ne gdhA (sequence 
5'GCACCGCACAGATGCATTAACCCAT3') ont ^t6 utilise. Le fragment d'ADN 
lin^aire ainsi obtenu a €t€ circularise (T4 DNA Ugase) puis introduit dans 
la souche COM2262 par ^lectrotransformation* Aprds selection et isolement 
sur milieu complet additionn^ de kanamycine, chaque colonie a ensuite 
€l6 cultiv^e individuellement sur milieu BMCtre. De cette fagon, la souche 
COM2386 a €i€ retenue car elle pr6sentait une vltesse de croissance 
importante sur ce milieu. Un dosage de Tactivit^ tr^halase sur le 
sumageant de culture de la souche COM2386 a confirm^ la forte expression 
du gfene treA (Tableau 8). 

La structure g^nique de la souche COM2386 a aussi €l6 v6rifi6e par 
la technique de "Southern blot*. Outre la localisation de Tint^gration des 
gdnes aphlll-treA-^dAA au locus gdhA de la souche, cette analyse a 
^galement d6montr6e que les genes apAIII-trcA-^d/iA 6taient amplifies 
six fois dans une structure en tandem comme attendue- Ainsi, la souche 
COM2386 pr^sente des caract^ristiques similaires k celle de la souche 
COM2218A14 construite dans TExemple 4. 

Les capacit^s fermentaires de la souche COM2386 ont €l6 testdes 
comme d^crit pour la souche COM2218A14. Les amdiorations apport^es par 
rutilisation de la souche COM2386 sont indiquees dans le Tableau 9 : 
absence de trehalose r&iduel dans le milieu de culture apres fermentation 
et augmentation du rendement carbone de production de glutamate. Ces 
r^sultats sont identiques k ceux obtenus avec la souche COM2218A14. 



2747131 

« 

coNcmsroNS 

Les difKrentes constructions plasmidiques ou int^gratives r^Iis^s 
permettent Texpression du gdne treA d' Exoli dans diverses souches de 
coryn6bact6ries, Grftce k cette nouvelle fonction enzymatique les souches 
bact^riennes ainsi transform^es, ont la capacity d'hydrolyser le trehalose 
en glucose qui est alors consomm^. De ce fait, les rendements de 
production en acide glutamique sont significativement plus €lev€s avec de 
telles souches de coryn6bact6ries. 

TABLEAU 1 

Croissance de di verses souches de C glutamicum transform^es ou non par 
le plasmide pFW3 sur milieu minimum svnth^tiaue du glucose comme 
seule source de carbone fBMCglu) ou du trehalose f BMCtre> . 



Souche et plasmide/Croissance 


BMCglu 


BMCtre 


ATCC17%5 


til 
Iff 




ATCC17965(pFW3)(I-l 676) 




+++ 


OOMlOlO 


« I i 
III' 




COMlOlCHpFWB) 


+++ 




Cr)M2262 




+/- 


COM2262(pFW3) 







- : absence de croissance 

+++ : croissance maximale aprSs une nuit de culture 

+/- : croissance r&iduelle apr^s 3 nuits de culture 

BMCglu : BMC additionne de glucose comme seule source de carbone 

BMCtre : BMC additionn^ de trehalose comme seule source de carbone 
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TABLEAU 2 



Activity SD^rifi oue tr^halase or^sente dans 1e milieu rie culture dp la 
souche ATCC179 65 transForm^ nar le nlasmide nFW;^ 

5 



Souche 


Activity sp^cifique 


ATX17965 




ATCCl 7965(pFW3)(I-l 676) 


383,618(1) 
± 10,830 



10 Uactivit6 sp^cifique est exprim^e en nmoles de trehalose hydrolys^es par 
heure pour 1 ml de culture i DO650nm=l- 
{ 1 ) : moyenne de 6 mesures 

TABLEAU 3 

15 

Performances fermentair es de la souche ATCCl 7965 de C glutamicum 

transform^e par le olasmide dF W3 comoar^es k la m6me souche non 
transform 



20 





Trehalose 


Rendement 


Souche 


en g/1 


en % 


ATCC17965 

* 


12,0 


51,4 


ATCC17965(pFW3) 






(1-1676) 


<Q5 


57,2 



Le milieu de fermentation contient de la m^lasse de betterave en pied ainsi 
que dans Talimentation. Le rendement en CI 2 est calculi sur saccharose. 
Le surfactant utilise est le Tween 40- 

30 La fermentation est r^lis^e de la manifere suivante : 100 ml de milieu, 
disposes en fiole de 500 ml, sont inocul^s ^ partir d'une colonic en 
croissance sur milieu g^los^ (Brain Heart Infusion) additionn6 ou non de 
25 \ig/l de kanamycine selon la presence de pFW3 dans la souche. Le milieu 
est compos6 de m^lasse de betterave (80 g/1), H3P04 51 75 % (4 g/1). 
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(NH4)2S04 (2 g/1), MgS04, 7H20 (1 g/1), ur€e (8 gyl), biotine (50 |ig/l), pH 

ajust^ k 5,3, plus 100 jig/ml de neomycine pour les souches transform^es 
par pFW3. La pr6culture est r^alis^e i 32*C puis arret^e lorsque la DO i 
650 nm est comprise entre 25 et 30, A partir de cette prdculture est 
5 ensemenc^e k 3% une nouvelie culture r^is^e dans les memes conditions 
de milieu et de croissance. Cette culture est arret^e comme pr^cedemment. 
Cette culture pennet d*ensemencer k 5% 750 ml de milieu pied fermenteur 
disposes en fermenteur 2 L Le milieu est identique k celui d6crit 
pr^c^demment except^ Tabsence d'ur^e et les concentrations de m^lasse 

10 de betterave et de biotine, fix6es respectivement i 150 g/1 et 500 |ig/L 
Durant la fermentation, le pH est maintenu k 7,8 k I'aide d'ammoniaque. La 
temperature est initialement fix6e k 34*C. Lorsque cette culture en 
fermenteur atteint une E>0 k 650 nm comprise entre 20 et 25 sont 
additionn^ au milieu 3g/l de Tween 40 et la temperature du fermenteur 

15 est augment^e k une valeur de 38"C- Afin d'assurer une constante 
presence de sucres fermentescibles, le fermenteur est aliment^ par de la 
meiasse de betterave* La fermentation est ainsi poursuivie sur une dur^e 
totale de 24H. La concentration en acide glutamique et celle de sucre 
r6siduel dans le milieu de culture permet de calculer le rendement de 

20 fermentation, soit la quantity d'acide glutamique produit divis^e par la 
quantity totale de sucre consomm6. L'acide glutamique, les sucres r^siduels 
et le trehalose sont dos^s par HPLC. 

TABLEAU 4 

25 

Performances fermentaires de la souche COM 10 10 de C. plutamicum 
transformee oar le plasmide pFW3 compar^es k la m^me souche non 

tran?fQrm^g 



Souche 


trehalose 
en g/1 


Rendement 
en % 


OOMlOlO 


8,9 


46,2 


COM1010(pFW3) 


<a5 


50,2 



35 
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Le milieu de fermentation contient de la m^lasse de canne en pied ainsi 
que dans Talimentation k hauteur de 20 %. Le surfactant utilise est le 
Tween 40. 

5 La fermentation est r6alis6e comme celle d^crite Tableau 3 except^ les 
differences suivantes : la m^Iasse de betterave est substitute par de la 
mtlasse de canne et la biotine est omise dans le milieu de prtculture et de 
culture. Dans le milieu ferment eur, 240 g/1 de mtlasse de canne 
remplacent la mdasse de betterave et la biotine est tgalement omise. 
10 L'alimentation est composte d'un sirop de glucose additionnt de 20 % de 
mtlasse de canne. 

TABLEAU 5 

15 Performances fermentaires de la souche COM2262 de C. glu tamicum 
transformte par le plasmide dFW3 compartes k la mtme so uche non 
transform 6e 





Trehalose 


Rendement en 


Souche 


en g/1 


% 


COM2262 


13,8 


44,9 


OOM2262 






(pFW3) 


<Q5 


533 



La fermentation est r6alis6e comme celle d^crite Tableau 3 except^ les 
differences suivantes : la m^lasse de betterave est substitute par du 
30 glucose 30 g/1 et 30 g/1 d'hydrolysat HCl de maXs et la biotine est ajustte i 
300 |ig/l dans le milieu de prtculture et de culture. Dans le milieu 
fermenteur. 65 g/1 de glucose et 20 ml/1 d'hydrolysat HCl de soja 
remplacent la mtlasse de betterave et la biotine est ajustee k 300 |ig/L 
Ualimentation est compos6e d'un sirop de glucose pur. 



35 
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TABLEAU 6 
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Activite sp^cifique trehalase presente dans le milieu de culture des 
souchesCQMlOlO. COM2218 et CQM2218A14 

5 



Souche 


Activity sp^cifique 


CX)M1010 


<io 




65 


CX>M2218A14 


191 



L'activit6 sp6cifique est exprim^e en nmoles de trehalose hydrolysfies par 
heure pour 1ml de culture h DOssOtm 1- 



15 TABLEAU 7 

Performances fermentaires des souches COMIOIQ. COM2218 et COM2218A14 
Doss^dant respectivement aucune. une et six copies du g6ne freA int^gr^es 
dans leur genome 



Souche 


Trehalose 


Rendement 




en g/1 


en % 


CX3M1010 


16,9 


47,9 


O0M221$ 


lU 


49.7 


CX)M2218A14 


<2P 


51 



La fermentation est r^alis^e comme celle d^criie Tableau 4 except^ que les 
30 difffirents milieux utilises ne contiennent pas d'antibiotiques. 
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TABLEAU R 

Activity sp^cifioue trdhalase dans le milieu de culture des 5ourh«»x 
CX3M2262etcr>M23«6 

5 



Souche 


Activity sp^cifique 


O0M2262 


<2e,9 
±4JS 


OCIM2386 


6S3 
±226 



15 

L*activit6 sp^cifique est exprimte en nmoles de trehalose hyrdolys^s par 
heure pour 1 ml de culture k DOfesonm = 1- 



TABLEAU 9 

20 

Perfprmanres fermentaires des sourh es COM2262 et COM2386 noss^dant 
respertivement aucune et six conies du g^ne treA int^grges dans leur 
g^nom^ 

25 





Trehalose 


Rendement 


Souche 


en g/1 


en % 




16,9 


44,6 


COM2262 


+ 2.9 


±1.4 




0,6 


513 


OOM2386 


±0,8 


±0,9 



La fermentation est r^alisee comme celle decrite Tableau 5 except^ que les 
35 difKrents milieux utilises ne contiennent pas d'antibiotiques. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de production d*un acide amine par fermentation d'un 
milieu de culture comprenant des sucres, k Taide d'une souche de 

5 coryn6bact6rie produisant ledit acide amin^» caractdris^ en ce qu'on 
utilise une souche recombinante de coryn^bact^rie transform^e de 
manidre i exprimer une activity enzymatique hydrolysant le trehalose. 

2. Proc^dd selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que ladite 
souche recombinante de coryn^bact^rie exprime et s6cr6te dans le milieu 
de culture une activity trehalase hydrolysant le trehalose en glucose. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caracterise en ce que ladite 
souche de coryn^bact^rie est transform6e par un plasmide r^plicatif 
comportant une cassette d'expression et de s^cr^tion d'un fragment d'ADN 
codant pour une dite enzyme trehalase. 

4. Proc^d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que ladite 
souche est tran$form6e par un vecteur d'integration chromosomique 

20 d'une cassette d'expression et de s^cr^tion d*un fragment d'ADN codant 
pour une dite enzyme trehalase. 

5. Proc6d6 selon la revendication 3 ou 4, caract6ris6 en ce que 
lesdits fragments d'ADN assurant I'expression et la s6cr6tion de Tenzyme 

25 trehalase sont constitu6s par les fragments d'ADN assurant I'expression et 
la s^cr^tion de la trehalase dans Thdte d'origine de ladite trehalase. 

6. Proc6de selon Tune des revendications 2 5i 5, caract6ris6 en ce 
que I'enzyme trehalase est une enzyme trehalase de Ecoli, 

30 

7. Procede selon la revendication 5, caract^ris6 en ce que ladite 
souche est transform^ par le gene treA de Ecoli dans sa totality. 



10 



15 



35 



8. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que ledit acide amin6 est Pacide glutamique. 
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9. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 7, caract^ris6 en ce 
que ledit acide arnin^ est la lysine. 

10. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 i 9, caract6ris6 en ce 
que ladite souche est du genre Corvnebacterium ou Brevibacterium > 

1 1. ProcW^ selon la revendication 10, caract6ris6 en ce que ladite 
souche est choisie parmi une souche de C. ^lutamicum. C crenatum , C 
melassecola ou B. lactofermentum . 

12. Proced6 selon la revendication 11, caracteris6 en ce que ladite 
souche est une souche de C. glutamicum d^pos^e k la CNCM sous le N* I- 
1676. 

13. Proc6d6 selon Tune des revendications 3 i 12, caract6ris6 en ce 
que ladite souche est transform^e par un fragment d'ADN en multi-copie 
codant pour Tenzyme tr6halase. 

14. Proc6de selon Tune des revendications 4 13, caract^rise en ce 
que ladite souche de corynebacterie est transform^e par un vecteur 
d'int^gration componant : 

- un gfene assurant une selection efficace dans ladite 
coryn6bact6rie ; 

- une sequence identique ou partiellement homologue du genome de 
ladite coryn6bact6rie, et 

" ladite cassette d'expression du fragment d'ADN codant pour 
Tenzyme tr^halase et sa secretion dans le milieu de culture. 

15. Proc6de selon la revendication 14, caract6ris6 en ce que ladite 
souche est une souche de C. glutamicum transform^e par recombinaison 
homologue au locus gdhA du chromosome de ladite souche a Vaide d*un 
vecteur d'int^gration contcnant les genes aphlll-rreA-gdhA. 
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